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Resumen &mdash; Se estudió la infección de Xanthomonas campestris pv vesicatoria en hojas de tomate por medio de mi-
croscopía óptica y electrónica de barrido. Se determinó que la bacteria penetra en el hospedante por los estomas y
se localiza y multiplica en las cámaras subestomáticas que sirven como sitios de supervivencia. Adicionalmente, tam-
bién penetraría por las bases de los tricomas deteriorados. Luego, las bacterias colonizan los espacios intercelulares
del parénquima esponjoso y, al alcanzar las cámaras subestomáticas (no invadidas previamente), se multiplican
abundantemente y son expulsadas, aglutinadas en un sustancia de naturaleza mucosa, dando origen a nuevas
fuentes de inóculo.
Tras la inoculación, se notó una mayor concentración de células bacterianas en la cara inferior de las hojas. Los esto-
mas y las cámaras subestomáticas fueron el nicho ecológico preferido por el patógeno para la posterior colonización
del hospedante.
Xanthomonas campestris pv vesicatoria / Lycopersicon esculentum = tomate / microscopio electrónico de
barrido / histopatologia
Summary &mdash; Histopathology of tomato leaves inoculated by Xanthomonas pv vesicatoria. Xanthomonas cam-
pestris pv vesicatoria infection was followed by light and scanning electron microscopy. Bacteria entered leaf tissue
through stomata and multiplied in substomatal chambers which are additional survival sites. The pathogen could also
enter through the open base of trichomes. X c pv vesicatoria colonized the intercellular spaces of spongy parenchyma
and could reach the uninvaded substomatal chambers and, after extensive multiplication, masses of bacterial cells,
agglutinated in a mucous substance, extruded through stomata being the cause of secondary sources of inoculum.
Abaxial leaf surfaces contained more bacteria than adaxial tomato leaf surfaces. Stomata and substomatal chambers
were the preferred ecological niches of X c pv vesicatoria before tissue colonization.
Xanthomonas campestris pv vesicatoria / Lycopersicon esculentum = tomato / scanning electron micro-
scope / histopathology
INTRODUCCIÓN
La mancha bacteriana del tomate y pimiento,
ocasionada por Xanthomonas campestris pv ve-
sicatoria (Doidge) Dye produce significativas re-
ducciones del rendimiento y de la calidad de los
frutos, siendo los da&ntilde;os verdaderamente graves
bajo condiciones de alta humedad relativa, Ilu-
vias prolongadas y temperaturas cercanas a los
24 °C (Hayward y Waterston, 1964).
Se han efectuado numerosos estudios de mi-
croscopía electrónica en otras enfermedades de
origen bacteriano que producen manchas en
hojas Y/o frutos: Xanthomonas campestris pv
pruni (Miles et al, 1977; Duplessis, 1990); X c pv
manihotis (Verdier et al, 1990); X c pv oryzae
(Mew et al, 1984; Tsuno y Wakimoto, 1988,
1989; Guo y Leach, 1989); X c pv citri (Lawson
et al, 1989); Pseudomonas syringae pv tomato
(Devash et al, 1980; Bashan et al, 1981; Getz et
al, 1983; Perez et al, 1987); P s pv syringae
(Roos y Hattingh, 1987a, 1987b; Mansvelt y Hat-
tingh, 1987, 1989; Hattingh et al, 1989); etc,
pero no existen datos de microscopía electróni-
ca de barrido sobre la penetración de X c pv ve-
sicatoria ni sobre su comportamiento histopato-
lógico en tomate, con excepción del trabajo de
Ramos y Volin (1987) sobre la relación existente
entre apertura estomática y frecuencia de infec-
ción en distintas especies de Lycopersicon ino-
culadas con X c pv vesicatoria.
Los objetivos del presente trabajo fueron deter-
minar el nicho ecológico preferido por el patóge-
no para penetrar al hospedante y evaluar las for-
mas de colonización e infección de los tejidos
vegetales y los mecanismos de diseminación
posterior.
MATERIALES Y MÉTODOS
Cepas bacterianas
Se emplearon 42 cepas de Xanthomonas campestris
pv vesicatoria (Doidge) Dye aisladas de diferentes hí-
bridos y variedades de tomate (Lycopersicon esculen-
tum L) que presentaban síntomas de la enfermedad.
Los aislamientos se efectuaron de acuerdo con la
técnica de Hayward (1983) sobre placas de agar su-
crosa peptona (SPA) (Hayward, 1960).
Técnica de inoculación y muestreo
Se emplearon suspensiones bacterianas en agua
destilada estéril de las cepas 63T; 75T y 76T, las
cuales habían manifestado previamente el mayor
grado de virulencia (Grado 5) de acuerdo con la esca-
la de Vakili (Vakili, 1967). La concentración bacteriana
fue del orden de 107 cel.ml-1, no se empleó tensioac-
tivo ni lesión de los tejidos y se aplicó en forma de
pulverización.
Se utilizaron plantas de tomate de los híbridos:
"Carmelo" y "Leo" de 5 semanas de edad que se man-
tuvieron en cámara húmeda (HR = 100%) durante
48 h a partir de la inoculación y luego se Ilevaron a in-
vernáculo con temperaturas de 25-26 °C diurnas y
18-20 °C nocturnas.
Técnica de transparencia
para microscopía óptica
Los muestreos se realizaron a las 24 h de la inocula-
ción y luego, a intervalos de 48 h hasta la aparición
de síntomas en ambas caras de la hoja.
Se cortaron trozos de 7 mm x 7 mm de limbo foliá-
ceo y se sometieron a los siguientes tratamientos:
- Fijación durante 48 h en Formol-Acido acético-
Alcohol (FAA) (Johansen, 1940)
- 3 lavados en agua destilada (30 min cada uno)
- Adarado en hidrato de cloral en agua destilada (5/2)
durante 24 h, previo secado con papel de filtro
- 3 enjuagues con agua destilada (30 min cada uno)
- Pasaje por ácido clorhídrico al 10% durante 30 min
(para eliminar los cristales de oxalato de calcio de las
células parenquimáticas presentes en las hojas de
Solanaceae los cuales dificultan la visión por transpa-
rencia)
- 3 lavados en agua destilada (30 min cada uno)
- Tinción con solución acuosa de safranina durante
30 min
- Enjuague con glicerina (40 min)
Luego de este proceso, los trozos se montaron en
glicerina y se observaron con 150 y 600 aumentos.
Técnicas para microscopía electrónica
de barrido (SEM)
Se cortaron trozos de 6 mm x 6 mm de folíolos de
plantas inoculadas y testigos y se muestrearon a los
30 min y a las 2 y 20 hs de la inoculación y luego, a in-
tervalos diarios hasta la aparición de síntomas visibles
y hasta 21 días tras la inoculación. Se efectuaron 2 re-
peticiones de la cara superior y 2 de la cara inferior de
cada una de las muestras y se emplearon 2 métodos
diferentes para preparar las mismas:
Por congelación
Al estado fresco, luego de 1 h de congelación a
-20 °C (Petrolini et al, 1986; Verdier et al, 1990).
Por fijación con glutaraldehído
Las muestras se fijaron en solución de glutaraldehído
al 5% tamponado en tampón fosfato 0,2 mol.l-1 a pH
7,4 durante 14 h a 4 °C (Mansvelt y Hattingh, 1987);
se deshidrataron en una serie de acetonas (50%,
75%, 90% y 100%) durante 15 min en las 3 primeras y
30 min en la ultima.
En ambos casos, las muestras se metalizaron al
vacío con una capa de oro de 1 &mu;m de espesor y se
observaron con un microscopio electrónico Jeol Scan-
ning JSM-T 100, efectuándose un barrido total de
cada superficie.
Técnicas para la determinación de actividad
enzimática in vitro
Para determinar la degradación de celulosa se em-
pleó el medio CM-3 (Liao y Wells, 1987) con una
concentración de carboximetil celulosa del 3% (p/v),
utilizando solución alcohólica de Rojo Congo al 0,5%
como colorante y sol 1 mol.l-1 de NaCl como acla-
rante.
La utilización de celobiosa (compuesto intermedio
de la degradación de celulosa) como única fuente car-
bonada se evaluó en el medio D5 (Kado y Heskett,
1970).
La actividad lipolítica se determinó por la hidrólisis
del Tween 80 en el medio de Sierra (Sierra, 1957).
En los 3 medios, se probaron las 42 cepas de X c
pv vesicatoria aisladas de tomate.
RESULTADOS
Microscopía óptica
Mediante la técnica de observación por transpa-
rencia, se comprobó que a partir de las 24 h de
la inoculación y, durante 2 días, las bacterias se
localizaron principalmente sobre los estomas y
dentro de las cavidades subestomáticas de la
cara abaxial de la hoja. Los estomas fueron la
única vía de penetración bacteriana.
A los 12 días, las paredes de las células del
parénquima esponjoso aparecieron engrosadas
y necrosadas y se observaron bacterias en los
espacios intercelulares del parénquima foliáceo.
A los 14 días, las células epidermicas de la
zona supra-adyacente a la lesión, mostraron sus
paredes engrosadas y oscurecidas (fig 1) y, en
correspondencia con el área dónde se localizó la
mancha, las células del clorénquima se observa-
ron necrosadas y con sus paredes muy engrosa-
das (fig 2). Ya había síntomas visibles de la en-
fermedad en ambas caras de las hojas.
Microscopía electrónlca de barrido
EI material tratado por congelación, preservó
mejor las estructuras vegetales, pero las bacte-
rias aparecieron algo deformadas. Con el trata-
miento de fijación y deshidratación con glutaral-
dehído y acetona, las bacterias mantuvieron su
forma pero el tejido vegetal perdió su turgencia
original.
A los 30 min de la inoculación, las bacterias
aparecieron dispersas sobre la superficie de las
hojas. A las 2 h, se observaron bacterias en
mayor proporción en las proximidades de los es-
tomas de la cara adaxial (fig 3), pero aún no Ile-
gaban a la cara inferior. No se observaron bacte-
rias sobre la superficie foliácea de los testigos.
A las 20 h no se visualizaron bacterias en la
cara superior de las hojas, pero se encontraron
concentradas sobre los estomas de la cara infe-
rior (fig 4) y, en mayor número en la base de los
tricomas y dentro de los tricomas deteriorados
(áreas colapsadas) (fig 5).
A los 3 días, no hubo bacterias visibles sobre
la superficie de las hojas inoculadas en ninguno
de los campos observados de las muestras ana-
lizadas.
A los 6 días, se observaron masas bacteria-
nas emergiendo de las cavidades subestomáti-
cas a través de los estomas y aglutinadas en un
material mucoso (fig 6). Dicho exudado mucoso,
posiblemente de naturaleza hidrocarbonada de
origen bacteriano (Huang, 1986) apareció en
correspondencia con las lesiones de la cara
abaxial y también se observó en las cercanías
de las nervaduras y sobre ellas. En la cara
adaxial, no se observaron síntomas macroscópi-
cos ni tampoco bacterias.
A los 8 días, los tejidos vegetales se alteraron
comenzando a fracturarse y desintegrarse y
apareció un material extra&ntilde;o, de aspecto granu-
loso, posiblemente de origen vegetal (fig 7).
A los 13 días aparecieron síntomas macroscó-
picos en el haz, quedando la infección visible en
ambas caras de las hojas.
A los 14 días, las bacterias tapizaron comple-
tamente la superficie foliácea en el área de la le-
sión, ubicándose en las proximidades de los es-
tomas y sobre la base de los tricomas que ya
estaban colapsados y se desprendían de la hoja
(fig 8). Las bacterias se hallaban aglutinadas en
grandes masas, pero manteniendo su individuali-
dad.
A los 16 días, sobresalen zonas en el área
correspondiente a la mancha y no se observaron
bacterias en la misma pero sí en la zona limítrofe
entre tejido sano y enfermo, saliendo por los es-
tomas, aglomeradas por una sustancia mucosa
y, en las cercanías de los mismos.
A los 21 días, las bacterias continuaron su
ciclo de salida por los estomas aglutinadas en
forma de cúmulos (fig 9). En el envés, se obser-
varon bacterias sobre toda la superficie, particu-
larmente en los restos de los tricomas desinte-
grados y en las depresiones de las nervaduras
da&ntilde;adas por el patógeno (fig 10).
Durante toda la experiencia, hubo mayor can-
tidad de bacterias sobre el envés de las hojas
que sobre el haz.
Los 2 híbridos de tomate inoculados, mostra-
ron una secuencia similar de aparición de sínto-
mas y eventos posteriores, no obstante, "Leo"
presentó lesiones de mayor tama&ntilde;o que "Carme-
lo".
Determinación de la actividad enzimática
in vitro
Las 42 cepas de X c pv vesicatoria degradaron
celulosa en el medio CM-3 lo cual se puso de
manifiesto con la formación de halos translúci-
dos alrededor de las colonias sobre el fondo del
medio de cultivo que permaneció te&ntilde;ido de rojo,
indicando la presencia de celulasa.
Todos los cultivos desarrollaron normalmente
en medio D5, lo que significa que podían utilizar
celobiosa como única fuente carbonada.
Todas las cepas hidrolizaron Tween 80 indi-
cando que producen lipasas.
DISCUSION
Inmediatamente después de la pulverización, las
células bacterianas se dispersaron al azar sobre
la superficie de las hojas, para posteriormente lo-
calizarse sobre o cerca de los estomas, primero
de la cara adaxial y luego de la cara abaxial. A
los 3 días, las bacterias desaparecieron total-
mente de la superficie foliacea completando su
ciclo de penetración por vía estomática y, adicio-
nalmente, por la base de los tricomas deteriora-
dos.
La fuerte atracción por parte del estoma po-
dría deberse a un fenómeno de cargas eléctri-
cas. Las bacterias que se suspenden en solu-
ciones de electrolitos poseen cargas
superficiales negativas (Marshall, 1967) y los es-
tomas están cargados eléctricamente en forma
positiva (Montaldi E, Com Pers), dado que
existe un flujo de protones hacia las células
oclusivas durante los momentos previos a la
apertura de las mismas (Edwards et al, 1988).
Cuando el estoma permanece abierto, hay una
acumulación de K+ en las células guardianas.
Se ha demostrado que dichas células extrudan
H+ y el K+ es intercambiado por protones
(Raschke y Humble, 1973).
Ramos y Volin (1987) demostraron la impor-
tancia de los estomas como aberturas naturales
en la infección de hojas de tomate y otras espe-
cies de Lycopersicon inoculadas con X c pv vesi-
catoria. El porcentaje de infección y el tama&ntilde;o
de las lesiones se vieron reducidos en forma
significativa cuando los estomas permanecían
cerrados artificialmente en plantas mantenidas
en la oscuridad o tratadas con antitranspirantes
como el ácido absícico y el acetato de fenil-
mercurio. Dichos autores, también determinaron
que existía una relación directa entre la frecuen-
cia de estomas (número de estomas/cm2 de
hoja) y el número de lesiones por unidad de su-
perficie, concluyendo que los híbridos de tomate
con mayor cantidad de estomas por cm2 de
hoja, eran más susceptibles a la enfermedad. La
misma relación se daba con respecto a las hojas
más jóvenes debido a que poseen una mayor
frecuencia estomática que las adultas.
El empleo de antitranspirantes redujo signifi-
cativamente la incidencia de la enfermedad en
aquellas plantas inoculadas por pulverización
pero no en las inoculadas por infiltración, esto
explicaría que el bajo nivel de infección de algu-
nos híbridos estaría relacionado con una resis-
tencia de tipo morfológico configurada por un
menor número de estomas por unidad de super-
ficie (Ramos y Volin, 1987).
Una vez que penetraban por los estomas, las
bacterias se localizaban en las cámaras subes-
tomáticas dónde se multiplicaban abundante-
mente y, desde allí, se diseminaban por los es-
pacios intercelulares del parénquima esponjoso
del mesófílo. Esto tendría un significado epide-
miológico puesto que la cámara subestomática
les brindaría protección y les permitiría multipli-
carse abundantemente para salir nuevamente
por los estomas en forma de cúmulos asociadas
a una sustancia de tipo mucoso que las aglutina
en la superficie de la hoja apareciendo nuevas
fuentes de inóculo y de posterior infección. Este
mismo comportamiento fue observado por distin-
tos investigadores en diversos patovares de
Pseudomonas syringae: P s pv syringae (Roos y
Hattingh, 1987b; Mansvelt y Hattingh 1987,
1989; Hatting et al, 1989), P s pv mors-prunorum
(Roos y Hatting, 1987a), P s pv tomato (Devash
et al, 1980; Bashan et al, 1981; Getz et al, 1983;
Perez et al, 1987); en patovares de Xanthomo-
nas campestris: X c pv manihotis (Verdier et al,
1990), X c pv pruni (Miles et al, 1977; Duplessis,
1990) y en otras especies bacterianas (Pruvost y
Gardan, 1988).
La mayor concentración bacteriana en la cara
inferior de las hojas puede deberse al mayor nú-
mero de estomas por unidad de superficie exis-
tente con relación a la cara superior. Dichos es-
tomas, junto con sus cavidades subestomáticas
se constituirían en el nicho ecológico preferido
por el patógeno para luego colonizar los tejidos
del hospedante. Otra ventaja de la cara adaxial
sería ofrecer un microclima más favorable para
la supervivencia y multiplicación bacteriana, de-
bido a una menor exposición a los rayos UV y a
un mayor contenido de humedad superficial.
Cuando X c pv vesicatoria se multiplica en los
espacios intercelulares del parénquima foliáceo,
degradaría las sustancias pécticas constitutivas
de la laminilla media, por medio de la acción de
distintos tipos de poligalacturonasas (Dye,
1960); pectin metil esterasas (Dye, 1960; Starr y
Nasuno, 1967) o protopectinasas (Dye, 1960).
Los sustratos pécticos de la laminilla media se-
rían los sitios primaries de maceración del tejido
por acción de ciertas poligalacturonasas, como
las poligalacturonato-liasas. Esta actividad enzi-
mátíca se debería parcialmente a la bacteria y
parcialmente a la interación patógeno-
hospedante como determinaron Bashan et al
(1985) en el caso de Pseudomonas syringae pv
tomato.
Una vez que las células de la laminilla media
se separan, el patógeno seguiría actuando sobre
los materiales de las paredes celulares mediante
la producción de enzimas celulolíticas. Xcpv ve-
sicatoria produce celulasas in vitro de acuerdo
con lo determinado en el medio CM-3 y corrobo-
rado por otros investigadores (Gitaitis et al,
1987) y posee la capacidad de degradar celobio-
sa mediante la acción de la &beta;-glicosidasa (Wood,
1960). La mayoría de los patovares de X cam-
pestris pueden utilizar celobiosa como única
fuente carbonada, demostrado por su crecimien-
to en el medio D5 (Kado y Heskett, 1970). Todas
las cepas de X c pv vesicatoria ensayadas, se
desarrollaron normalmente en dicho medio. El
segundo paso, sería la degradación de los com-
ponentes de las paredes celulares de la epider-
mis por acción de las poligalacturonasas sobre
los ácidos pécticos y pectínicos y el proceso
continuaría de la misma forma que se se&ntilde;aló
para con las células parenquimáticas. El patóge-
no actuaría in vivo degradando las paredes celu-
lares del hospedante por acción de celulasas, &beta;-
glicosidasas, pectin metil esterasas, poligalaturo-
nasas y/o protopectinasas, lo cual resultaría en
una separación y posterior colapso de las célu-
las. En estadios posteriores, el protoplasto sería
atacado en forma directa, con la consiguiente
pérdida de su integridad funcional y da&ntilde;o de las
membranas celulares que, debido a su alto
contenido Iipídico podrían ser alteradas por la
producción de lipasas por parte del patógeno, tal
como se determinó en el medio de Sierra. Es im-
portante destacar que la producción de enzimas
pécticas, celulolíticas y lipolíticas in vitro por
parte de X c pv vesicatoria, no puede tomarse
como evidencia conclusiva de su acción en el
proceso de patogénesis. Los resultados obteni-
dos de esta forma deberían corroborarse con su
efecto en planta debido a que aún no está acla-
rado si las enzimas producidas por el patógeno o
por la relación huésped-patógeno juegan el
papel más importante en la colonización bacte-
riana de los tejidos vegetales o si simplemente
se producen como consecuencia de otros proce-
sos fisiológicos de origen desconocido y que
ocurrirían con posterioridad a la penetración.
Un detalle interesante, observado mediante mi-
croscopía electrónica de barrido, fue la aparición
de un material de aspecto granuloso localizado en
el área de las lesiones que resultó similar al des-
cripto por Lawson et al (1989) sobre hojas de lima
inoculadas con distintas cepas de Xanthomonas
campestris pv citri mediante lesión de los tejidos.
Estos autores determinaron que la cepa XC 90 in-
ducía la formación de grandes lesiones que resul-
taban en una protrusión de las células del hospe-
dante a través de la superficie epidérmica, debido
a una estimulación de la división celular en la zona
cercana a la lesión, generándose un tejido equiva-
lente a una peridermis (Lawson et al, 1989).
Restaría establecer, mediante estudios poste-
riores, si la aparición de ese tejido anormal se
debe a la producción por parte de la bacteria o
de la planta estimulada por la bacteria de algún
regulador de crecimiento u otra sustancia de tipo
hormonal que induciría la formación del mismo.
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